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lE、1F: TFIF、1111:TFIIH、I1J:1・ドIJ、RN八Pol1 : RNA ;)!リメラ・士.;1)。ま
た、九き込んである数，f:は、それぞれの段附の怯什体によって'1了じるフ〆トフリント
の位低をぷす(1j.f¥1は転ザ開始点からの出品数)。






















うになる o また同様にIgM エンハンサー領域に位換すると J~ニ許容術主であるリンパ球で
の複製が可能になるo このことから、転写と複製の問には衝般な関係があり 、エンハン
サーは直接、あるいは間接に抜製の制御を行なっている可能性が与えられる[deVillicrs 























































1981， Katinka et al.， 1980， Sekikawa & Levine 1981， Tanaka Cl al.， 1982)。また、 Nll3T3綱引抱
の核抽出液に含まれるPEBP2/3はをゲルシフト法によって解析すると、 Ha-rasによるト
ランスフォームする前は、移動度の小さいPEBP2型のノtンドを生じ、 トランスフォーム
後には移動度が大きなPEBP3担のバンドを生じる[Satc"cel al.， 1988] PEBP2とPEBP3は
当初、その分子的挙動の差が大きいことから別々の閃r-ではないかと抑:iJlIJされていたが、
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い、 αサブユニットcDNAのクローニングに成功した[Ogawaet al.， 1993a]。 αサフユニッ
トの塩恭配列から F測されるアミノ酸配列を調べたところ、 128アミノ酸の領域におい
てショウジョウパエの分節化迫伝子runl、およびヒトの急性骨髄刊:( i血病関連遺伝子
A恥1L1遺伝 fと極めて高い相Ili)'I~I:を共イ了していることが明らかになった ( I~l lF、




れたが[Inghamel al.， 1988]、その後さらに判決定[Duffyct al.， 1991aJ、神経系形成の制御
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の前半分と、 fushi-larazlIは後ろ、!~.分と JF:なりあった形で発現する。 runtは、この二つの
遺伝子にたいしてそれぞれeven-skippcdを抑制的、 fushiイelrazuを促進的に制御すると考え
られている[Gergcn& BUllcr 1988， Tngham &Gergcl1 1988、KaniaCI al.， 1990， Gi1bcrt 1991]0 
AML1はヒト の急性'¥1"髄't!.!:(1血病のF八B分類M2型のなかでi1kも高頻度で見J'Hされる







マウ スB細胞、およびヒトのT細胞のcl)NAライブラリ ーからそれぞれαB[sacet al.， 








CD3などの i血球系に特異 (I~ な追伝子の転731.制御領域に多く見出さることからも文持され
Ol~~ 

























化学楽1J1は、特に明記しない|現り 、市販の特級試ぅ艇をJIいたo ilJ IlJ-i静謀、 DNA修飾酔
索類(T4DNA ligasc， T4 polynuclcolidc kinasc， Klcnow fragmcnl elc.)は、京洋紡絞(TOYOBO)、










XLl-Bluc : endA 1， hsdR 17(rk-' rk +)， supE44， thi-l， ) -， rccA 1， gyrA96， rel A 1，6 (Iac)， 
[F'，proAB， lac!QZムM15，Tnl0(Telり}
M 15 : Nals， StrS， rifS， lac-，ara-， ga1-パnu-，F-，陀cAぺuvr+





[Sambrook et al.， 1989， AlIslIbel Cl al.， 1994] . 
2.2.2 DNA屯気泳動
アガ口ースゲル、DNAシークエンス用のポリアクリルアミドゲル屯気泳動は、基本的
にSambrookら、またはAusubelらの方法に従った[SambrookCl al.， 1989， Ausllbel et al.， 
1994]。アガロースゲル屯気泳動は、 0.6・ 1.5%アガuースを川い、泳JfVJf日ノてツプアーと
して0.5μ g/ml央化エチジウムを合むTAEパッフ γー(40mM Tris basc， 20 mM acetate， 2 
mM EDTA， pH8.1)を用いた。 DNAシークエンスは、アクリルアミドとしてATbiochem干上
のLongRangerを5%の波度にして用い、iTk動用バッファーには0.6x TBEバッファー(54







したmRNAをもとに、プラスミド・pSI4001rShigesada et al.， 1987]をイ吏ったベクタープライ
マ-i)~[Zu et al.， 1 990]によって竹~J&. した [Ogawaet al.， 1993a， Ogawa et al.， 1993b]。
スクリ ーニング用のメンブレンフィルターの調製は、基本的にSnmbrookら、または
AllSl恥lらの}j法に従ったが[Sambrooketal.，1989，Auslbeletal.， 1994]、大腸菌のまき方、






懸濁液を直接、パスツールピペットで泌下することによって行った[Ausubclet al.， 1994Jo 
DNAの固定は、ナイロ ン般を間定溶液(0.3M NaCI， 30 mM sodium citrate， 5 % SOS， pH 
7.2)で湿らせ、電子レンジで150秒加熱することによ って行った[Buluwelaet al.， 1989]0 
プロープは精製PEBP2のペプチド配列から推定された縮退オリゴヌクレオチド(詳細に
ついては後述)を用い、 3'末端をT4polynucleotide kinaseと[γ ・32p]ATPを用いて標;践した。
2.2.5 cDNAスクリーニング





Tm=・682X L-1 + 97 (L:プロープの長さ、 15bpくL<33bp)
実際の手順は、ハイプリダイゼーション溶液(3M TMAC， 10 mM Na2HP04， 1 mM 
EOTA，0.5 % SOS， 100μg I ml salmon sperm DNA， 0.1 % skim miJk， pH 6.8)にラベJレしたプ
ロープを最終濃度で32ng I ml (2 x 106 cpm 111)になるように加え、 48"Cで72時間のハイ
プリダイゼーションを行なった。続いて洗浄溶液(3M TMAC， 50 mM TrisCI， 0.2 % SOS， 




ら切り出し、プラスミドBlueScript I SK+， KS+ (Slratagene)にサプクローンしなおした。
OJG 
f 
続いてTAKARAのデリーシゴンキットをJIjいExolI/ Mung Bean NlIcleaちCによる一方向欠
損変興プラスミドの作成を行い、 BlueSCriplll Prolocols (To)'oboJE: ~ r)!こ従って¥113ヘルパー
ファージを用いた-本鎖DNAの川製を行った。温基円以IJの決定は、センス鎖、アンチセ
ンス鎖の両方についてUnilcdSlates Biochcmical社のSeqllcnaseVじrsion2.0 SIじP-b}-SICP







cDNA1'1の翻訳開始点に、 PCRを利用したsamHIサイトの導入を行い[lnniset al.， 1990]、
このサイトと翻訳領域の外側にあるHindlI、 および、Nco[サイトでこれらcDNAの翻訳領
域を発現プラスミドベクターpQE9、10、およびII(QIAGEN)に組み込み、発現プラスミ
ドpQE-αAI、pQE-a A2を構築した。以ドの欠績αサブユニットの構築を、 pQE-a A2を












た CAJ;品欠損サブユニットは t~ 1サブユニットをもとにSalIサイトと制ぷ領域qJにある
適当な制限酵素サイトを切り出すことによって構築したo ß サブユニットのN~~端から
の欠揖変J'c'体は入jJお菌に対して r1i'lゾ1:を持つらしく 、 そのままでは蛍 I~-IのmP.'~ができなかっ









mlのTerificBrothに植菌し、 37QCにてKlet00 = 100程度まで培指しt.:o この時点で培地
に終濃度0.5mMとなるようにIPTGを加え、さらに37'cにて61時間振滋培養し発現を誘
導した。この後、 培地にアジ化ナトリウムを最終濃度 l O mMになるように加え、遠心~
菌し以下の実験に用いた。
2.2.9 SOS-ポリアクリルアミドゲル冠気泳動 (SOS-PAGE)
SOS-ポリアクリルアミドゲjレ活気泳動 (SOS-PAGE)は、 Ausubclet al.， 1'94)に従った。
ピスアクリルアミド0.8%、アクリルアミド30%を含むストック溶液を作っておき 、必要
に応じて線々なゲル濃度のスタッキングゲルやセバレーティングゲルを調製したo スタッ
キングゲルの組成は、4%アクリルアミド，125 mMTris-ICI， 0.1 % SOS， pI6.8、セバレー
テイングゲルの組成は、 10・15%アクリルアミド， 375 111M Tris-I ICI， 0.1 % SOS， pH 8.8で




た歯体に、 K1euOD数と等しいμi欽のSOSサンプルバッファー(1.25川、1Tris IICI， 2 % 
SOS， 20 % glycerol， 250 111M ，1-11山・caplOClhano1(fJ -ME)， 0.01 % bromophcnol blue (BPB)， pH 
8.0)を加えli.く懸渇する。これをi，T勝点中で3分tuj加熱し、サンプルを5，t1ずつゲルにの
せ泳動する 泳動後、ケマシーブJレー 染ー色液(0.5呪 CoomassieB.川iω11B1ue R， 50 %_f..タ
ノー jレ， 10%酢酸)中にゲJレを泣し、室温で約30分振世した。その後、脱色液(45~エタ






遠心して集めた菌体を5mlのバッファ-A (6 M guanidine-HCI (GlIHC1)， 0.1 M sodill11 






日的蛋向を最終波度12mM， 16 mM，40 mM，80 mM，250 111Mイミダゾーjレを合むバッファ-
E (20 % glycerol， 6 M GuHCI， 0.1 M sodillm phosphate， 10 111M Tris， 10 mM s -ME， pH 8.0)を
1.5 mlづっ用いて段階的に治出する。この'11から最も適切な溶mサンプJレを選び、 -部
取って100倍容のバッファー0(0.1M sodium phosphate， 10 mM Tris， 10 mM dithioLhrcitol 
(DTT)， 30 % glycero1， pH 8.0)に対して40Cで8時間以上透析し、 ~1}i6刊:化する。







































製蛍(1110.2・100ng、DNAプU ーブ 10fmolに、巳MSAパップアー(20mM HEPES-KOH， 
" 4 % Ficoll， 2 mM EDTA， 100 mM KCI， pH 7.6)、1mM DTI， 200 Il g / 01 BSA、0.1f1 g poly 
d(I・C)、6% glycerol、0.04% BPBを加えた条件でおこなった[Kamachiet al.， 1990， Topol el 
al.， 1985]0以ド、特別に明記しない限り EMSAはこの条什で行ったo また、結合の特異
性を見るためのコンペティション実験は、これに100倍モル当量の競合DNAを加えるこ
とによって行った。反応、は250Cで30分行ない、続いて0.25x TBE (22.5 mM Tris-borate， 
0.5 mM EDTA， pH 8.0)を含む6・15%ポリアクリルアミドゲル(アクリルアミド:ピスア
























(20 mM HEPES-KOH， 4 % Ficol， 2 mM EDTA， 100 11M KCI， pH 7.6)、0.1μgpo1y d(l・C)、







CH3 0 0 CH3 
¥ 1 1 / 
CH3 0 0 CH) 
¥ 1 1 / 
N-C-N=N・C-N + 2 R-SH 一一一~ N-C-N-N-C-N + R-S-S-R 
CH3/¥CH3 I -'_ 
_ L ¥ 




HO-CH 511 IIO-CH 5 
I + R-5・日ー争 + 2 R-SH 
HO-CH 5Il HO-CH S 













(250C， 10分) (250C， 0・60分)
EMSA結合反応i&: ~ OTT添加 EMSAゲルにのせ
(ジアミドを含む) 一' (F2添加) 一' 泳動開始
2.2.17 Runl domain-sサプユニットヘテロ二量体に対する酸化、逃JCの影響
Runt domainとpサブユニットからなるヘテロ二単体に対する酸化、還元条件の影響を
































#2 [K] N Q V A R F N (X) L R F V G R S 
持3 [Kl V T V D g_ P (R) E P (R) (R) H H Q K 
AARGTNACNGTNGAYGG F3 probe 17mer (256x) 
Fサブユニット
U 1 [K] F E N E E F F R K 
AARTTYGARAAYGARGARTT 
持4 [K] V Y L K 
持5 [K) L S R E S (E) 工 K
Fl probe 20mer (64x) 
i三13.1.1 PEBP2の部分アミノ般配列、およびこれをもとにして合成した縮退オリゴ
ヌクレオチドプll-プ
アミノ般はすべて aJどYJUU-でノJ~-~- ， Xは不IYJ~ アミノ服、 M・~J.瓜'1'のアミノ般
!まあいまいなアミノ般をぷわす。各ベノチドはLy~í lle-Cエンドベフチダーゼによ



























































αAI ク口一ンの3'~ぷミ.;.Ý端j出U には Fボドリ A両配己夢炉列lリj カ守久、 またポ 1リ)A1寸b加nシグナル両民配[己!汐夕夕;1引l
つイ存f-イイ布i五:しており、このcDNAは本米のmRNAの3 ・_，j~端から正しく逆転りされてできたと'I:IJ
断できる。さらにこの領域にはmRNA不安定化シグナル配列(A廿TA)が9つ散化し、 α
AI mRNA はターンオーノくーカql~ 骨:に知1 い手重まR の mRNA であることカf 刀ミ 11変される
{日rawennan19R<))uαAIクローンには、約Ikbにもなる長い5・Jj.:翻訳領域、および約4kb






















841 GAC1'CCGCCCGGCACACGGCTTCCTCGAACTTGATT'I'C'l'C ACCTCC'I'CTGTCCCG'PC ACC 
90 1 TCCATCCTCT'rTCCGCCCCCGTCTCGCCTCC ACCCCC'I'CGATTTCC'I'CCTCC'I'CGCCCCC 
961 CATTTCCACCCTCC忙 CCCCTCCCCCGGCCACTTCGC主主主CTTGTGGCTGTTGTGT;.!'GCG
M R 2 
1021 TATTCCTGTAGATCCGAGCACCAGCCGGCGCTTCAGCCC:CCCCTCCAGCAGCCγGCAGCC 
1 P V 0 P S T S R R F S P P S S S L Q P 22
1081 CGGCAAGλTGAGCGACGTGAGCCCGGTGGTGGCTGCGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCA 
G K M S D V S p V V A A Q Q Q Q Q Q Q Q 42 
()之8
1141 GCAACAGC'AGCAGCAACAt¥CAGCAACAGC^ACAACAGC1¥GCAGCAGCt¥GCt¥GC八GCAGCA
Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q 62 
1201 GGAGGCGGCCGCムGCλGCAGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCAGCAGCGGCGGCGGCCGCAG1'
E A A A A A A A A A A A Aλ A A A A V 32 
1261 GCCCCGAT'rGAGGCCGCCCCACGACAACCCCACCATGGTGGAGATCA'lCGCGGACCA('('C 
P R L R P P H D N R T M V E 1 ! A D H P 102 
1321 GGCCGlv'i、C'I'GGTCCGCACCGACAGTCCCAACTTCCTG'I'GCTCCGTGCTGC・CCTCGCACTG
A E L V R T D S P N F L C S V L P S 只¥'" 12~ 
1381 GCGG'1'GCA八CAAGACCC'lて~CCCG'lx..;Gじじ'1勺'CAAGG'rTc'r AGCCCTCGGAGAGG':'ACC AGA 
F c.: N K T I. P V li V K V V A .l~ G 1'; V P D 14 2 
1441 TGGGACTGTGGTTACCGTCA1ロGCCCGGAATGATGAGAACTACTCCGCCGAGCTCCGAAA
G T V V T V M A G N D E N Y S A Eし R N lu2 
1501 'rGCCTCCGC'rGTTATGAAAlI.ACC AAGTlI.GCC AGG'l"!'C AACGATC'1GAG八'l"'''l'Gτ'GGGCCG
A S A V M K N 0 V A 只 FNDLR E-' V G R 182 
1561 GAGCGGACGi、GGCAAGAGTTTCACCTTGACCATAACl、GrCTTCACAl弘ATCCTCCCCAAGT
f旬、汽 豆ー一G R G K $ P T ~ ~・: 7 V F T N P P Q V 202 
1621 GGCCACTTACCACACAGCTA'!'TAAAG'I'GACAGTGG.!..CGC';TCCCCGGGAACCAAGAAGGCA 
A ，'1' Y H R A l .K V '1' V D G P R E P R R 1， 222 
1681 CAGACAGAAGC1 TGA ~GACTCTAÞ.ACCTAGT':'TGTTCTC'l'Gt\'rCGCC'I・CAGTGATTTAGG
R O K L D D S K P S L F S D R L S D L G 242 
1741 GCGCATTCCTCATCCCAGT八TGAGAGTAGGTGTCCCGCC'fCAGAACCClI.CGCCCCTCCC'!' 
R 1 P H P S M R V C V P P Q N P R P S L 262 
1801 GAACTC'fG心ACCAAGTCCTTTTAATCCACAAGGACAGAG'rCAGAT'!'ACAGATCCCAGGCA
N S A P S P F N P Q G Q S Q 1 T D P R Q 282 
1861 GGCACAGTCTTCCCCACCGTGGTCCTATGACCAGTC'rTACCCCTCCTATCTGAGCCAGAT 
A Q S S P P W S Y D Q S Y P S Y L S Q M 302 
1921 GACATCCCCATCCATCCAC1'CCACCACGCCGCTGTCTTCCACACGGGGCACCGGGC'TACC 
T S P S 工 H S T T P L S S T R G T G L P 322 
198.1 TGCCATCACTGACGTGCCC AGGCGT ATT'rCAGATGATGAC ACTGCC ACC'!'C'lGACTTC'l'G 
A 1 T D V P R R 1 S D D D T A T S D F C 342 
204 1 CCTCTGGCCTTCCTCTC'l'C AGT AAGAAGAGCCAGGCAGGTGC'l'TCAGAACTGGGCCC'l"I"1 
f 
L W P S S L S K K S Q A G A S E L G P F 362 
2101 TTCAGACCCCAGGCAGTTCCCAAGCATTTCATCCCTCACTGAGAGCCGCTTCTCCAACCC 
S D P R Q F P S 1 S S L T E S R F S N P 382 
2161 ACGAATGC ACTACCCAGCC ACCTTT ACC'f AC ACCCCGCCAGTC ACG'I'C AGGC ATGTCCC'!' 
R M H Y P A T F T Y T P P V T S G ~ S L 402 
2221 CGGCATGTCCGCCACCACTCACTACCACACGTACCTGCCACCACCCTACCCCGGCTCTTC 
G M S A T T H Y H T Y L P P P Y P G S S 422 
2281 CCAAAGCCAGAGTGGACCC'!'TCCAGACCAGCAGCAC'lCCATATCTC'lAC'l'ATGGTACTTC 
Q S Q S G P F Q T S S T P Y L Y Y G T S 442 
2341 GTCAGCATCCTATCAG'l1・CCCAATGGTACCCGGGGGAGACCGGTCTCC'!'1'CCAGGATGGT
S A S Y Q r P M V P G G n R S P S R M V 462 
240 1 CCCACCA ，!'GC ACC ACC ACC'fGAA 'lGGC AGC ACGC'r A'l'TAAATCCAAA'r'lTGCCTAACC A 
P P C T T T S N G S T L L N P N L P N Q '82 
24 61 GAA TGA TGGTG'l"TGACGCTGACGGAAGCCAC AGCAGTTCCCC AACTG'I'T'!"I'GAATTCTAG 















G R M D E S V W R P Y具ら13
2581 GCATGGGGGCCムCATCCCGCATGTGTT八八TATA'fi¥CATATATAi¥AGt¥GAGTGCCTAT八'fA
2641 TG'l'A'I'A'l"1'GAT'I‘AGCT AAC'f'AGAAGAT'l'TCTC ATTCAATCCC'l'AG'1'C' ATGA'l'CT'rGC AAC' 
2701 CCTA';GAGGG'l'GGGGGCAGTCATAACTGGGTT'I'CA'u¥'rTG'l"M'ACTi.'門'Ti"AGATGTCCC
2761 CTTTACCru¥GGru¥CAAACCGTCAAAGGTGTTGTC'l'GGTCTGTTTTCATAAGTGACCTGTT 
282 1 CCC ACGCCGGT'l'C AGAGAGG'l、GGAC'fC'l'GGGTC'lGGGAGGAAGGAGAGACAC'.I"I'CCTCTC
2 8 1 TG'l'GCTTTGAAACCJI.CAGCCTCTGCTGTGTGGC AGCCGGTACAC'fCTGCAGACCCGC'f'!'A 
2941 CAGAGTCAGATGTGG~CACTCAGAAAGGGACAAGAGGCAGAGTGGCTGCTTCTGTCCGC 





3 3 0 1 ATGTGTTTTTTTTCTTTγr'I寸吋'CTTTTTTAAATTATGAATATGl'CT1\.~AATcrfGAAGTAA
3361 Cτ可、GCTAACGTGAATGG1'Cλ'!'ATAAc'rTTAAAGA'l'A'I'ATTTλTAATTAT'l"I'Aλ'l'GACA'I"I・
3 4 21 'I'GGACATTTGGAACATTTC'l"l'AGTGTAA'I'GATATG'I''}'GAC'l'TCGGrrCTCTAAAAGTGTGC 
3481 T'fC':'TC'l'TCAATACCAAG'r"rTCTTCAGTGGGCTAGAGCCATATCGG!， A^TAT'I'GC'TAAGC 
3541 AATCTCAATTCCTTCAGGCATAATGTGATT'rTTTrfTTTTTTGAAGATAACTCCCATCTCC 
3601 AAA'l'λGTTTAGA'I'G'fAGTrI'TGT1'TTCACGATGTArI'GAAGGAGA'，'GC'I'C'I'G'l"I"['CTT'l'C'I"[' 
3 6 1 TCAGGCAT':'TGA1'1'GCCTCTGACAChGCT'rTGCCT'I"rTAAAGCAλ'rAATTAGGGATTAAA 
3721 ATAACAAAAACAAAACAAムAGCCACCTATAGCCCTTTAACACTTAACGTGGCCCCTTTAC
3781 TAGCATGAAATGCTGGAGACATGTGG'l'1'1'CCTAATT'I'CTCCA'fTTTGGGGGTGGTGGGAG 
3841 CGGGGAGGGTGGCC ATTA 'I'GACTCTT A TC A1' AT1'AAAAAGCCAA'l'GCAC AAG'I'GA1'1'GG'I' 
3901 TGAACTGCAGAAAAGTGTTCTGTGGTCTCTGAGTTGAGCAA';ACTCT~~A1'TGCλGGCTT 
3961 CG'l'GGTTGAGGGCCTAG'I、CAGCTGAAAGCC ACGCG'l'GTGGTAAAGGCTC AGGC A 'I'GGCTT 
4021 GGAGAACCTAGGAACACA'I"I'AGGAGCCTGCACCTACCAGCCTCACCA1'ACAGCCAT1'CAG 
4081 GGGAACCCAAAAAGτ'GCCTTACCCAAGGAGGGCCCCCAGCA'二"':1吋可'CCAGGAi¥GTCCAAT
4141 GAAGTCGCτ'GTCCTCGGGGAACTGG TCAGCTGAAGTAGC AACCGGTAGCTGA 'I'GTCAGrf A 
4201 GACAACAGAACC'l'GTGGGGACCTCC AGGAAACCTTTGACATTGGAGGCTrrTCA'l'TAGGC A 
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54 61 TTTGCAC'l'GGGTC ACACGTATGATTTG1'GG'r'rTTAAGAC'C AAλGCAATG'l'C'l'TλTTACTC' 
552 1 TTC'I'GGAGCCG'I'TTATGTG'I'ACTAACCAACCC'!'TCCC'1'CCAC'ITCCC'lGGGTTTAGATCC 
5581 ACACGGT'lC'1'CAAAGGl¥GC八CAAACATGGCCAGATTCACAGTGGGACCCACACAGCCATG
5641 TTAAI、AAAAAAAACAAAAAAAAACCTCTTCACTTGTC'I'GAGAATTTTAACCヨ'GGGCCCCA
5701 ATτ'GCTt"iACGGGCACCATGGCTTGGGTT'I'CAGGTTAGGGAACG1'TGCCCAGTG:¥G1'AAC^  




























192 1 g ac a t c c c'l'TTCTTGAGA'I'GCTGATGG'I'GTG'lCCACCTCC AGTGGACTCCAG'lGGAC'r'I'C 
t s L S * 
1981 ACλTATCTCTTCTTAAAGTC'1'、CT'l"rAGGAλAACCAAATTGATTGTτ1'TTTCTCA~ATAC
2041 CTACATT'fCAAAGAG'rTTGGGAAATAGGCAAGGAGGGAAAλGGACAGAGCAGAAAGACGG 
2101 '1'GG悶 ωGG∞附町ωG∞釘ωC'引 fA'I、竹 AGGω叩町ω吋吋TC'f門m、w吋，守T
2161 GTGTCTA'l'AC'l'CTCTGAAAAAJl.AJ:..AAAAAAAAAAAAAAAuAAl¥AAAλ八A.i¥AJI.AT.AAAAAA
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よび、/i3)のサブタイプが作イEしていることをぶした[Ogawael al.， 1993b] (I~I3. 卜8)0 sサ
ブユニットには、 αサブユニット同様に既知のDNA結合、タンパク・タンパク相互作用
モチーフも存在していないが、つい最近、ショウジョウパエで、のホモログが凡つかった
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民議議長:3



















ていることが確認された。従って我々が単離した αA1、 αA2のcDNAクLJ- ンは、









タッグのついた蛋白質は、ニッケル アー ブイニティーカラムを用いることにより 、粗州i
出液から直接、簡便に、かつ高度に精製することができる[Hochuliel al.， 1987， 1988]0こ
の方法によって大部分の蛋白はニッ ケル.カラムのみで精製できたが、全長の αサブユ
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JÜ. l~の cDNA産物 αA I は DNA*h合活性はまず、初めにDNA結合領域について述べる。
もう一万の αA2は十分強いDNA結合活持つものの非常に微弱ではあるあるのに対し、
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EMSA反応に)1)いた蛋)'11il(ng)は以ドの通り aAl， 50; a A2， 10; a N94， 5;αNI13，50; 
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r ユニットのてっの機能領域は、ほほ完全にRllntdomain (93昏円から220番日のアミ ノ酸の
領域)に一致することが砥立した(図3.2.38)。
3.2.4 Rllnt family泣伝 子群(PEBP2α、Runt、AMLI)におけるRuntdomainの機能比較
既に述べたよ うにRuntdom勾nのアミノ酸配列は、 :つのメンバ-PEBP2αサブユニツ
ト、印刷、 AMLlのIJで非常に尚い相向性をふす。すなわちPEBP2αAサブユーニットと










たが、 ゲル波j支を 15%まで仁げ、 40Cで泳動したところ、ょうやく単独でも微弱ながら
バンドが検出されるようになり 、さらに戸サフユニットのι在 ドで明瞭なスーパーシフ
041 
+ + α1 (513) 
件 + α2(306) 





A -+ + αN80 
ι、d




-+ + αN94C226 
+ー αN113C226
ラ す
1 100 200 300 400 500 513 
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Runtdomain 
















































“A Runl AMLI 一一一一• .".. .... . + . 
WM 今 WM WM 
_IS I 
1'.凶 Runtファミリ ー蛍1'1仇の構造
.f.$，b:¥:!i'1 Runt dom ainの付似合凶1(J
で、J1J1_、た組み換え体の~StJ).支を以矢
印でノl'した。
ドlヌ1: *lJl~蛍i'1'1を)1 J いたEMSA解析
によるグjレパターンをノ兵す:レーン 1，
2， Runt domainなし;レーン3 - 6， 
PEBP2 tr A (N9.tC226); レー ン7 ・10，







1 2 3 • 5 6 7 8 9 1011 1213 " 
トバンドを示すようになった。このことからrltnlのPEBP2配列に対するDNA結合活'li.l:は














たは2花類を混令して用い、 EMSA法によってそのf~7.析を行った。この11与 、 ß2サブユニッ








1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 
αA2 +・・・+ + + +ー・ー+ + + 
αN94 ・+馳- +ー・ー+・ー+ -
αC226 - -+ーー+・ー・+ーー+ ー
αN94C226 ・・・+・ー+ーー・+ー- + 
s2 ・“- -・ーー+ + + + + + + 
j;{13.2.5 a Aサプユニットのqi;J(体結合性の検定
I~ν1:下にぶした各種の α サプユーツト欠損体会Ijt独(レ・ン ト 4， 8 ・ 11)、
もしくは α八2と組み合わせて(レーント 7，12・14)、s2サプユニットの非





とによって、 αìjilll:体の J))j合よりも lfれ、他 I~J~にバンドをシフトさせるだけでなく、パン
ドの濃さを自に凡えて地強する働きがあることをすでに述べたが、 4 述の欠損僻析の過
程で、欠損の程度が少ないほど、 Fサブユニットによる1ld:tJ1'_ JI-の程度が大きくなるよ










単量体での場合よりも大1~1r\に上昇した o この実験において、投入した α サブユニット の
(' 絶対泣は同じに設定していたので、以前報告されたように戸サプユニソトがONAとの親
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ニットのDNA.tti 1fìM'j 促進の定 ;11的，~f-{IHi
各以iの1.にぶした。サブユニットとその欠
m変災体を単独{の)、およびs2サブエ y 
ト(10I1g / Il1)のJt{rド(.)で、 0.125 32 
11MのプロープDNAl:blιさせ、 EMSAを
t，つf・0 各。サプユ-;!ト{景品のlti終泌l暁



















うな実験上のアーテ J ファクトではなく、 αサブユニット本来のfLTTを反映したもので
あると判断された(データ省略)0 in vilro番目以系を)IJいた場合、 ト分量の蛍(1がf誌にくい

























ONAプIJ ープの濃度を I~，IA.: 

















































1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
(B)αN94C226 + s2 
--
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
(C)αN94C226 + s3 




をhった。各レーンでは aN94C226を:1，0.01; 2， 0.02; 3，0.04; 4， 0.08; 










(0') 0.5' 1・ 2・ 5・ 10・20・40・80'(80・)
(B)αN94C226 + s2 
〈司 B
Bc>- ~ F 
F .. 











ニットが、 Jサプユニットによって活性型の構造に変換され、 DNAに結合できる αサブ
ユニットの増加が起こる場合(Pmaxの明加)で、ある。この項では複合体の解離速度につい
ての検討を行い、 Fサプユニットによる構造変換については3.2.IOJSiで検討する。
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131 s1C141 s1C135 s1C117 D田 R-s1 ・ 131-D田 R
図3.2.9 EMSA法による欠損Fサプユニットの機能解析
C末端欠損変異体はslから適当な制限酵素サイトを利用して構築した。それぞれの名称は基本的に aサブユ


















































[Bae et al.， 1993]。さ らに αAサプユニットの機々な領域を分割して、転写因下Oa14の
DNA結合ドメインに融合させたキメ7蛋白質を用いて、転写活性化ドメインを同定しよ
うとしたが、この刀法では分割されたどの領域にも転写活性化能は検出されなかった
[Ogawa et al.，未発表]。これはPEBP2が通常の転写因子とは異なり 、その転写活性化には










































































































1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
diamide 
DTT 
(A) Oxidized RD 
一一一一一一一「 一一一一一一一寸 DTT
際機議機感機感撃機感嫌悪遇。2
(B) untrea ted RD 
一一一一一一一寸
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+ s subunit (A-2) 








+ s subunit (B-2) 
(B) untreated RD 
-s subunit (B-1) 
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低濃度、および高濃度D廿 におけるRuntdomainのDNA結合活性の定量的解析










































Free DNA (nM) 
pサプユニットによるRUnIdomainのONA紡イtrM'I:促進効決
a -1)-プユニット(RO_1メ"c:あたり 1ng)の単独、およびa-sヘテロ :iA
体としてのON八結合前十Lを、 10 mMあるいは100m Mの01寸存イrト
に、 ONA濃度を1・ 32 nMのíj"(~Utlで振りながらEMS八によって測定し

















成することによって複介体全体のDNA結合il~ 'I't を大きく l二昇させることを/示したo また、
PEBP2αサブユニットは、ショウジョウパエの分節化遺伝 (-runt、ヒト急性骨髄性白jfil














まれることを示した。・ }j、 3 についてもそのヘテロ二塁体形成能は、 N.，.fミ端~11J135ア














神経形成遺伝 {-Notchで、故初に見いだされ、 OPA配列と名付けられていた[Whartonet al.，
1985] 0 この配列は、膜結合レセプターから核内悶~r-まで、細胞の仏報伝達に関与する
多岐にわたる機能蛋白質に見いだされており、その後ショウジョウパエの遺伝子産物中
で続々見つかった。ギャップ遺伝 [-hunchback [TaU1ZCl al.， 1987]、セグメントポラリティー
遺伝子engrailed[Kuner Cl al.， 1985 J、ペアlレー lレ遺伝r(ushi-lelraLu [Lallghon & SCOl 1984]、
ホメオティック遺伝子Antennapedia[Schncllwly el al.， 1986]、DefomJcd[Reglllski et al.，






ルタミンに富む領域を持っていることが知られているが[Mitchel& Tjian 1989 J、このよ
うに切れ目なく連続している場合は、この領域の機能が必ずしも転与活性化とは直結し
ないと考えられている[Seipeletal.， 1992， Gcrberelal.， 1994]0このモチーフを持つ重要な
lJ64 




















にも存在していることが示されている[Jaynes&O'Farrell 1988， Han elal.， 1989， Biggin & 
巧ian1989]0 しかし、Sauerらは、ショウジョウパエのSchncider細胞を用いて実験を行な
い 、 ある濃度でKruppclが存在しているとき 、 N~ぷ〈端領域はむしろ i活l丹号?引'11れゾ






気を引き起こす例が発見されている[CaskeyCl al.， 1992， Morcll ct al.， 1993jo 
ステロイド受谷体型のl伝写因子であるアンドロゲンレセプター(AR)Jll伝子中には正常
で約10・20伺のCAGリビートがイf在しているが、ケネデイー病として知られる1't:'t'l:劣勢
の造伝病、球介髄筋委縮症(spinobulbarmuscular atrophy)では、このリ ピート約30・ 50に
i' 増加する。このCAGリピートはAR遺伝チの翻訳領域中にありグルタミンがコードされ
る。 AR遺伝子産物はリビートの県加によってそのjsfiを失い、その結果、運[VJ神経の




発症する。 [Fuet aJ.， 1991] FMR-I 泣伝子の機能はわかっていないが、リピートの増幅に
より FMR-I遺伝子の上流に大きなCpGアイランドが形成され、その結果シトシンのメチ
ル化が起こるため、遺伝子発現が強く抑制されるために発症することが示されている






とが明らかになっている[H.D. C. R. Group 1993]0 
これらの病気はすべて遺伝病であるが、このリピート数のjti伝は占典的なメンデルの
法則に従わず、親から fへ受け継がれる場合に失然急激に地Jn、まれには減少する。とな
??? ?、?， ， ，
の遺伝fにおいてもリピートの欽が増えるにしたがって病気の程度も重くなるが、正常・
と病気の中間(発病しない)のリピート数をもっ人もあり、このような'1'問のリピートを









































子としてgrouchoが醇母を朋いたtwo-h)伽 iditによって同定されたlParoushet a1.， 1994]0 
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KFESVELF永RLSRESEVR'lTGY只ERS1 EERQVRFl'lNGCREGHTEAS FVASG'rNLQLVPNA 
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していると考えられ、'!.:.物の '1 .. イFにと っ て基本的な 、 かつm~な機怖である と考えられ
る しかし、災際に生体内においてこの機構が機能していることを示した例はまだ多 く
ない。大脇的においては酸化辺元調節は、酸化ストレス応答に対する転'IJ.'刈r-Oxylミ




o 調節に重要なシステイン残基があり、 この残基の酸化によ ってOxyRのDNA*r'i合配列の
特異性が変化することが示されている。またこの伐基をセリンに抗換した場合、 OxyR
は般化、還元状態によらず、常に i，~ï'性形をとるようになる [ Kullik el al.， 1995]0 SoxS遺伝子
" 産物の機能は、 [2Fe・2S)鉄イオンクラスターを構成する2つのシステイン残基によって日~l
節されており、この間子のクラスタ ーが般化された状態([2Fe-2SJ2+)で、転写活性化能を持
つようになる[Wuet al.， 1995]0 ・}J、点核生物においては、細胞内の制御機憎に実際に
in vivoで酸化還元調節が関わっているかどうか、 j滋 ífl~な意味では確立されていないが、
少なくとも以下にあげた転写凶 fにおいては、この制御機惜の存化を支持する状況証拠
があげられている。 NF-KBのDNA結合活jl~tは、還元附 [-ADF{fRXの作川によって上昇し、
(' 細胞内でのこの因子の強制発現によって転写のi.~1"1:化が起こる [Mallhews el al.， 1992] 0 
またN-アセチル Lーシステインの添加によ って、細胞内のチオール化合物のi創立を高める












的なものだけでも AP-l[Abate el al.， 1990a， Ng el al.， 1993]、NF-KB[Trcdano & Leonard 
1991， Mallhews et al.， 1992， Tredano ct al.， 1993]、Myb[Grasser Cl al.， 1992， Guehmann et al.， 
1992， Myrcsl elal.， 1993]、El与[Wasylyk& Wasylyk 1993]などがあげられるo AP-Iの般化還
元調節は、最初これを構成している原泌泣伝子十Fos、および、c-JunのDNA結合機能につ







cDNAをク口一ニングすることに成功した[Xanlhoudaki"& Curran 1992， Xanthoudakis et al.， 








構は複合体形成の段階である。兵核生物の場合、これまで、Fos/ Jun [Rauschcr HI et al.， 
076 
































側2/3が特異的DNA配列への結合能、残る C~~端側の 1/3はヘテ u 二弘体形成能を.jl}い、
またJサブユニットのNぶ端側2/3の領域はこ呈体形成能を担うことがぶされている。こ
の因子とDNAへの親和'11.は二量体の形成によって 1001青に上51.し、また i手量体では半減



























fヘ れの場合の結合活性の定id;的解析を行った。この結果、 ト分に辺見が進んだ段階と 、こ
れが途中の段階のRDの持つ結合特性には、 3サプユニットに対する応答の大きな差異
が生じた。 10mM DTTの条件下では、 pサブユニットを加えた場合、 Kd効果と同時に








低DTTi農度では両-M'の平衡は酸化担に片';ç っており 、 非常に高i11~J支の 0'1寸の存化下で始


















































配列は aAIのRunt domainのNノJ，.~:tl vJ!域のみをぶした。 矢内lの校
括はそれぞれの変央付、の性質を火わす:!.I¥， DNAとの料合的性が




































'r~1:を示し 、 また DTT濃度に依存した活性の上昇はあまり大きくないことから、この位前
08之
にあるシステイン政基はDNA結合活性の酸化還元誹j節において乳製な役制を果たすとィザ

























































[Kimela1.， 1993， Love ela1.， 1995]などによる認識機構が明らかになっているが、現在の
ところ数としてはまだ多くない。
区14.3.IA DNA-蛍，'，n組合体の榊逃














PEBP2αA (Runt domain) 
100 110 120 130 140 150 
RTMVEIIADHPAELVRTDSPNFLCSVLPSHWRCNKTLPVAFKWALGEVPDGTWTVMAG 
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MPRVVPDQRSKFENEEFFRKLSRECEIKYTGFRDRPHEERQTRFQNACRDGRSEIAFVAT 
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GTNLSLQFFPASWQGEQRQTPSREYVDLEREAGKVYLKAPM工LNGVCVIWKGW工DLHRLD




仁コ αhelix 八八fs turn 





DNAと蛍(1伎の共紡品の解析データから [Jordan& Pabo 1988， Aggarwal el al.， 1988， 
Otwinowski Cl al.， 1988， Kissingcr CI al.， 1990， Schultz CI al.， 1991， Wo1berger el al.， 1991， 
Luisi el al.， 1991， Pavlrtich & Pabo 1991， Marmorstein el al.， 1992， Elcnbcrger el al.， 1992， 
Somers & Plilips 1992， Hegde et al.， 1992， Assa-Munt ct al.， 1993， Schwabe et al.，'93， 
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民14.3.28 ì:滑における DNA払イrtl: アミノ f宙技必とその認識rnn)j~
DNAのi:i位において1'(接、 j瓦J主と+1/1:作Jla'{ l う γ ミノ般民 J，~とそのdぷJi' )，I~の l地係を 1<.にした 永は、どのア
ミノ般が単誌のYの位i立のJんをd、i議しているかを、そのアミノ般を持つ1)'1八事fi合凶 fのt.litrでぶしたCIrp.トリ
プリブレッサー;GCN， GCN4; J'v1AT， MA'I II 2; Zif， Z1f168; GR.グルココルチ :1イド受作付、;CAP.C八P;Max， Max; 
E2.パピローマウイルスE2!liI'J1可;en， engrailed; 入CI，ラムダツ γージリプレァサー;434，434フf ジリプレ yサ



























































W4 W3 W2 
C4 -・9 -・5 .1 Iーz・:1 .Iz・:m，t.'.u:m.1 
A Olr、01. A・凡A・P.AJn.A・P.UIn.Clu Oln.GIU 
T t・u.M・4v・1.1・.V.I.I・.L・u.M.t leu，Met 
G A'O.ly・1.，1，0， HI..A'I. ly. ly. 
C 
Olu 1.・臥.Olu ..p.Glu 
l.u.M.. l.uM.I. l.υ.M・.
10 10 




G 1.'叫Y'I ~I. • .lA，g.Ly・
一一一」凶止とll_~_'_~ 




a) Chemical rule、b-e) S lereochern ical r u le、f， g)イi切りのtllii1fに対する認識
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近い位置にマップされた。この位置はヒトでは21 番染色体 I~. の2 1q21 21q22の位置に相
当する。すでに繰り返し述べた辿り、この{、Z置はM2タイプ。の急性'rI'髄十1-.内1(1州関連の
t(8;21)、t(3;21)染色体転雌の転住点21q22と・4 致するo a Cはヒトの1番染色体にマップさ
れ、 1p36.11・36.13の位置に存在していることが示されている。一方、pサブユニットは
n マウスの8番染色体上にあり、この位置はヒトの 1 6需染色体の 16q22~こ相当し、 M4Eoタ
イプの急性骨倣'1/1:白血病関連のinv(16) (p 13q22)染色体転座の1!i;J.主点と寸文する《
4.4.2 PEBP2 ((， sサブユニットのmRNAレベルでの発現様式
マウス組織から調整したmRNAを用いたノーザン解析、およびマウス組織を)Ijいたin
situハイブリダイゼーション解析によって、 αA、αBは組織特異的な発現をおこなって
いることが示された[Baect al.， 1994， Satake et al.， 1995] 0α Aは胸腺の細胞において、ま
たαBは胸腺、牌臓の細胞において特に強く発現しているo また培養細胞から調製した
mRNAを用いた場合、 αAの発現はT細胞1I 1~毛の株化細胞(EL4 ， BW5147) と繊五H~応細胞 rll
f、来のNIH3T3細胞でのみ検出され、 αBは上記の細胞以外にB細胞由来の株化細胞(MI2，
L121O)でも検出され、さらに最も l奇いレベルでの発現はprc-Bk:1U胞株である70Z3で観察
された[Baeetal.， 1993， Ogawaetal.， 1993a]。以上の結果からPEBP2αAは主としてT細胞
の、 αBはT細胞、 B細胞を含むリンパ細胞の分化に関与していることが示唆される






たmRNAを用いたノ ーザン解析の結果、組織非特異的な発現パタ ー ン を 1-.~!ち 、 との服務



























tB され、現住までに以ドにあげたようなエンハンサー配ダIJ と、そこに結合する [~ crが i吋
定されている。 Moloneyマウス白血病ウイルス(MuLV)のエンハンサーコアに結合する凶
子としてCoreBinding Faclor (CBF)が同定され[Wang& Spcck 1992J、またマウスT細胞に
白血病を起こすレトロウイルスSL3-3のLTR中のよンハンサーに結合する凶子SEF-IがIriJ
定されている[Thornelelal.， 1988， Boralclal.， 1989]。さらに白血球ペルオキシダーゼ迫l





ハンサー領域に広く存在していることがあげられる[Leiden1992， Redondo el al.， 1992， 















? 、， ? ?、? ???、? ? ??，
?
せることによって、 T/J 3・ 4コアのエンハンサー活性が上昇することがわかった。以上
のようなぷ拠から、 T細胞特異的な遺伝子の発現に、 PE8P2αAが関与していることが強






のコア配列、 T193およびT{14 (それぞれ、 PE8P2および、E1Sの私合配列を一つFつ含む)
の支配下に、クロラムブヱニコールアセチルトランスブエラーゼ(CAT)遺伝子をつない





































此 amatsuらは、 4.3.5節で述べた点変異RUI1ldomainのうち、 DNAとの結合活'VIが上昇し
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